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Verf ahren 'zur Hemmung der Expression eines Zielgens und Medi- 
kament zur Therapie ein ear Tumorefkrankung 

Die Erfiiidung betrifft ein Verfahren zur 'Hemmung der Expres- 
5 sion mindestens eines Zielgens in einer Zelle sowie ein Medi- 
kament zur Therapie einer Tumorerkrankung. 

Aus der WO 99/32619 ist ein Verfahren zur Hemmung der Expres- 
sion, eines Zielgens mittels einem doppelstrangigen Oligbribo- 

10 nukleotid bekannt. Das bekannte Verfahren zielt auf die Hem- 
mung der Expression von Genen in Z ell en von Invertebraten ab. 
Dazu ist es erf orderlich, daS das doppelstrangige Oligoribo- 
nukleotid eirie zum Zielgen identische Sequenz mit einer Lange 
von mindestens 25 Basen aufweist. 

15 ' / 

Ein Verfahren zur Hemmung der- Expression eines^ Zielgens _in 
einer Zelle sowie ein Medikament sirid aus der WO 00/44895 be- 
kannt . Bei dem Verfahren wird ein Oligoribonukleotid mit dop- 
pelstrangiger Struktur (dsRNA) in die Zelle -eingefuhrt; Ein 

20 Strang der dsRNA weist einen zum Zielgen zumindest ab- 
schnittsweise komplementaren aus hochstens 49 auf einanderf ol- 
genden Nukleotidpaaren bestehenden Bereich auf. Das Medika- 
ment enth&lt mindestens eine dsRNA zur Hemmung der Expression 
eines vorgegebenen Zielgens, wobei ein Strang der dsRNA zum 

25 Zielgen zumindest abschnittsweise komplementar ist. 

Aus Gautschi O. et al. (2001), J Natl Cancer Inst 93, Seiten 
463 bis 471 ist es bekannt, daJS eine erhohte Expression der 
anti-apoptotisch wirkenden Proteine Bcl-2 und Bcl-xL an der 
30 Entwickliing und dem Fortschreiten vieler Tumore beteiligt 
ist. In Nacktmausen erzeugte in vivo-Daten belegen, dafe mit 
einer kombinierten Behandlung mit gegen die Expression von 
Bcl-2- und Bcl-xI>-Genen gerichteten einzelstrangigen Anti- 
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sinn-Oligonukleotiden ein Wachstum von Tumoren um etwa 50 bis 
60% verringert werden konnte. Dazu war eine Behandlung mit 20 
mg Oligonukleotiden pro Kilogramm Korpergewicht und Tag er- 
forderlich. Durch diese groSe Menge erf orderlicher Oligonu- 
5 kleotide 1st die Behandlung verhaltnismaSig teuer. Daruber 
hinaus konnen die eingesetzten einzeistrangigen Oligonucleo- 
tide schnell ira Serum abgebaut werden. Die hohe Oligonukleo- 
tidmenge ist erf orderlich, weil ein Antisinn-Oligonukleotid 
letztendlich in einer Menge in Zielzellen eingebracht werden 
10. mu£, die mindestens genauso groS ist wie die Menge der dort 
vorhandenen mRNA des Zielgens. Mi t ' dem Verfahren wurde ledig- 
lich eine Verringerung des Wachs turns, nicht jedoch eine Ruck- 
bildung der Tumore erreicht. 

15 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile . nach 
deni Stand der Technik zu beseitigen. Es soil insbesondere ein 
Verfahren und ein Medikament angegeben werden, mit dem die 
Vermehrung von Tumorzellen effektiv und kostengunstig gehemmt 
werden kann. 

20 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1 und 13 
gelost. Vprteilhafte Ausgestaltungen ergeben sich aus den An- 
spriiche 2 bis 12 und 14 bis 26 . 

25 Nach MaSgabe der Erfindung ist ein Verfahren zur Hemmung ei- 
ner die Apoptpse einer Tumorzelle hemmenden oder verhindern- 
den Expression mindestens eines Zielgens vorgesehen, wobei 
mindestens eine doppelstrSngige Ribonukleins&ure (dsRNA) in 
die Tumorzelle eingefuhrt wird, deren einer Strang SI einen 

30 zum Zielgen zumindest abschiiittsweise komplement&ren, aus we- 
niger als 25 auf einanderf olgenden Nukleotiden bestehenden Be- 
reich aufweist. Unter dem "Zielgen" wird der DNA-Strang der 
doppelstrSngigen DNA in der Tumorzelle verstanden, welcher 
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komplementar zu einem bei der Transkription als Matrize die- 
nenden DNA-Strang elnschlieSlich aller transkribierten Berei- 
che ist. Bei dem Zielgen handelt es sich also ira allgemeinen 
um den Sinn-Strang. Der Strang SI kann somit komplementar zu 
einem bei der Expression des Zielgens gebildeten RNA- 
Transkript oder deSsen Prozessierungsprodukt , wie z.B. einer 
mRNA, sein. Eine dsENA liegt vor, wenn "die aus einem oder 
zwei Ribonukleins&ure-Strangen bestehende Ribonukleinsaure 
eine doppelstr£ngige Struktur aufweist. Nicht alle Nukleotide* 
der dsRNA mtissen Watson-Crick-Basenpaarungen aufweisen. iris- 
besondere einzelne nicht komplement&re Basenpaare beeintrSch- 
tigen das Verfahren kaum oder gar nicht. Die maximal niogliche 
Zahl der. Basenpaare ist die Zahl der Nukleotide in dem kiirze- 
sten in der dsRNA enthaltenen Strang. Unter "eingefuhrt wer- 
15 den" wird das Aufnehmen in die Zelle verstahdeh. Das AlifrieH-' 
men kann durch die Zelle selbst erfolgen; Es karin' aber' auclf 
durch Hilf sstoffe oder Hilfsmittel vermitteit werden." 

Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, daS mit dies em Ver- 
20 fahren die Vermehrung von Tumorzellen mit einer erheblich ge- 
ringeren Menge an Oligoribonukleotiden gehemmt werd^h kahh, 
als Oligonucleotide zum Erzielen eines vergleichkareh Ergeb- 
nisses bei der herkommlichen Antisiim-Technik erforderlich 
sind. Dariiber hinaus ist es mit dem erf indungsgemaSen Verfah- 
25 ren mQglich, in einer Population von Tumorzellen in einem 
solchen Ausmafi Apoptosen auszuldsen, dafi nicht hur das Wachs- 
turn der Population, sondem die Gesamtzahl der Tumbrzellen 
verringert wird. Bei Durchfuhrung des Verfahrens mit norma - 
len, d.h. nicht transf ormierten, Zellen bewifkt das Verfahren 
30 gegentiber einem mit* einer Kontroll-dsRNA durchgef iihrten Ver- 
• fahren keine signifikante Erhohung der Apoptoserate. Die Kon- 
troll-dsRNA ist eine dsRNA, welehe keinen zu einem in den 
Zellen vorkommenden . Gen komplementar en Strang aufweist. 
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Als hesonders vbrteilhaft hat es sich erwiesen, wenn zuinin- 
dest ein Ende der dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesondere 2 
Oder 3, Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen Uberhang. auf- 
5 weist. Eine solche. dsRNA weist gegenuber einer dsRNA ohne 
einzelstrangige OberhSnge an mindestens einem Ende eine bes- 
sere Wirksamkeit bei der Herranung der Expression des Zielgens 
auf. Ein -Ende ist. dabei ein Bereich der dsRNA, in welchern .ein: 
5'- und ein 3 ♦ -Strangende vorliegen. Eine. nur aus dem Strang 
1.0 SI bestehende dsRJNA weist demnaeh eine Schlei fens truktur : und 
nur ein Ende auf. Eine aus dem Strang SI und einem Strang S2. 
gebildete dsRNA weist zwei Enden auf. Ein Ende wird dabei je- 
veils.- von einem auf dem Strang Si und einem auf dem Strang, S2 
liegenden Strangende gebildet. 

15 * . . • v - 

Vorzugsweise befindet sich der einzelstrangige. Uberhang am 
3' -Ende. des Strangs SI. Diese Lokalisation des einzelstrfingi^ 
gen Uberhangs fuhrt zu einer weiteren Steigerung der . Ef f izi-. 
enz des Verfahrens. In einem Ausf vihrungsbei spiel weist. die 

2 0 dsRNA.nur an einem, insbesondere dem am 3 ' -Ende des Strangs? 
SI gelegenen, Ende einen einzelstrangigen Uberhang auf-. Das 
andere Ende ist bei einer zwei Enden aufweis enden dsRNA 
glatt, d.h. ohne Oberhange, ausgebildet. Eine solche : - dsRNA 
hat sich sowohl in verschiedenen Zellkulturmedien als auchr in 

25 Blutserum als besonders bestandig erwiesen. 

Der komplementare Bereich der dsRNA kann 19 bis 24, vorzugs- 
weise 21 bis 23, insbesondere 22, Nukleotide aufweisen. Eine 
dsRNA mit dieser Struktur ist besonders effizient in der In- 
30 hibition des Zielgens. Der Strang SI der dsRNA kann weniger 
als 30, vorzugsweise weniger als 25, besonders vorzugsweise 
21 bis 24, Nukleotide aufweisen. Die Zahl dieser Nukleotide 
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ist zugleich die Zahl der in der dsRNA maximal moglichen Ba- 
senpaare. : 

Mindestens ein Ehde der dsRNA kann modifiziert werden, urn ei- 
5 nerri Abbau in der Tumorzelle oder einer Dissoziation der dop- 
pelstrangigen Struktur entgegerizuwirkeh. Weiterhin kann der 
durch komplementSre Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt der 
doppelstrangigen Struktur durch mindestens eine, vorzugsweise 
zwei, weitere chemische Verkniipfung/en erhoht werden. Die 

10 chemische Verknupfung kann durch eine kovalente oder ionische 
Bindung, eine Wasserstof fbruckeribindung, hydrophobe Wechsel- 
wirkungen, vorzugsweise van-der-Waals-- Oder Stapelungswech- 
selwirkurigen, oder - durch Metall-Ionenkoordination gebildet 
werden. Sie kann' auch durch in der doppelstrangigen Struktur 

15 anstelle von Purinen benutzten Purinanaloga gebildet werden. * 

In .einer bevorzugten Ausgestaltung des Verfahrens ist. das 
Zielgen mindestens ein Gen der Bcl-2-Familie, insbesondere 
, Bcl-2, Bcl-w- oder Bel -xL. Es ist auch mdglich, daS mehrere 

20 Gene Zielgene sind. So k6nnen sowohl . Bcl-2 als auch Bcl-xL 
Zielgene sein. Die Hemmung der Gene der Bcl-2-Familie ist be- 
senders guns tig, weil deren verstarkte Expression mit der 
Entwicklung und der Vermehrung vieler Tumorzellen in Zusam- 
menhang steht. .Die Hemntung iiiehrerer Zielgene ist vorteilhaft, 

25 weil es Tumorzellen gibt, welche mehrere anti-apoptotisch 
wirkende Gene exprimieren. 

Vorzugsweise bestfeht die dsRNA aus einem Strang S2 mit der 
Sequenz SEQ ID NO: 1 und dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID 
30 NO: 2 oder einem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und 
dem Strang SI mit der Sequenz SEQ. ID NO: 4 gemaS dem anlie- 
genden Sequenzprotokoll . Eine solche dsRNA ist in der Hemmung 
der Expression des Zielgens Bcl-2 besonders wirksam. Bei der 
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Tumorzelle kann es sich um eine Pankreaskarzinomzelle han- 
deln. Zum Einbringen der dsRNA in die Tumorzelle kann eine 
die dsRNA umschliefiende micellare Struktur, vorzugsweise ein 
Liposom, oder ein die dsRNA umschliefiendes Kapsid. verwendet 
werden. Das Kapsid kann insbesondere ein virales natvirliches 
Kapsid oder ein auf chemischem oder enzymatischem Weg herge- 
stelltes kunstliches Kapsid oder eine davon abgeleitete 
Struktur sein. 

Weiterhin betrifft die Erfindung ein Medikament zur Therapie 
einer Tumor erkrankung , das mindestens eine doppelstrangige 
Ribonukleinsaure (dsRNA) zur Hemmung einer Expression minde- 
stens. eines Zielgens. enthalt , wobei ein. Strang SI der dsRNA 
.einen zum Zielgen zumindest abschnittsweise komplementaren 
aus weniger als 25 auf einanderf olgenden Nukleotiden - bestehen- * 
den Bereich aufweist. Das Zielgen. ist dabei ein Gen, dessen 
Expression eine Apoptose von Tumorzellen "hemmt ...oder. verhin- 
dert. Das. Medikament ist so zu dosieren> dafi die Hemmung, der 
Expression mindestens eines . Zielgens erreicht .werden kann. 
Oberraschenderweise hat sieh gezeigt, dafi ein solches Medika- 
ment dazu sehr niedrig dosiert eingesetzt werden kann. .Eine 
Dosierung von 5 mg dsRNA pro Kilogramm Korpergewicht .und Tag 
sind ausreichend, um in den Tumorzellen eine Hemmung oder 
vollstandige Unterdriickung der Expression des Zielgens zu er- 
reichen. Bei einer solch niedrigen Do sieriing werden Nebenwir- 
kungen weitgehend ausgeschlossen . 



Vorzugsweise. wjeist zumindest ein Ende der dsRNA einen aus 1 
bis 4, insbesondere 2. oder 3, Nukleotiden gebildeten einzel- 
strangigen Overhang auf . Der einzelstr&ngige (Jberhang kann 
sich am 3 '-Ende des Strangs SI befiriden. Bes.onders bevorzugt 
weist die dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3 1 -Ende des 
Strangs SI gelegenen, Ende einen eirizelstrangigen Uberhang 
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auf. Es hat sich herausgestellt, dafi eine solche dsRNA im 
Korper besonders bestSndig ist. Sie wird in Blut • iangsamer 
abgebaut bzw. ausgeschieden als eine dsRNA mit einzelstrangi- 
gen Oberhangen an beiden Enden. Dadurch ist eine niedrige Db- 
5 sierung- moglich. .. C 

Der komplemeritare Bereich kann 19 bis 24 , bevorzugt 21 bis 
23, insbesondere 22, Nukleotide aufweisen. Der Strang SI kann 
weniger als 30, vorzugsweise wehiger als 25, besonders vor- 

10 zugsweise 21 bis 24> Nukleotide aufweisen . Bei- einer Ausf iih- 
rungs form ist mindestens ein Ende der dsRNA modif iziert , urn 
einem Abbauin den Tumorzellen oder einer Dissociation entge- 
genzuwirken. Der durch komp 1 ementare Nukleotidpaare bewirkte 
Zusammenhalt der doppels trangigen Struktur kanri diirch iruhde- • 

15 stens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemische Verknup-. 
fung/en erhdht sein. 

Das Zielgeri ist vor : zugsweise mindestens ein Gen der Bcl-2- 
Familie, insbesondere Bcl-2, Bcl-w oder Bcl-xL; Besonders ef- 
20 fizient ist ein Medikament, welches eine sowohl f\ir das Ziel- 
gen Bcl-2 als auch fur das Zielgen Bcl-xL spezifische dsRNA 
aufweist. 

Die dsRNA kann aus - einem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 
25 1 und dera' Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder einem 
Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: . 3 und dem Strang Si mit 
der Sequenz SEQ ID NO: 4 gemafi dem anliegenden Sequenzproto- 
koll bestehen. Die mit dem Medikament zu behandelnde Tumorer- 
krankung kann ein Pahkreaiakarzinom sein. F\ir das Pankreaskar- 
30 zinom existiert bi slang keine ausreichend erfolgreiche Thera- 
pie. Die 5-Jahres ttberlebensrate liegt bei circa 3% und ist 
die niedrigste aller Karzinome. Die dsRNA kann in dem Medika- 
ment in einer Losung oder von einer micellaren Struktur, vor- 



WO. 02/055692 PCIYEP02/00 151 



8 

zugsweise einem Liposorn, Oder einem Kapsid umschlossen vor- 
liegen, Eine micellare Struktur Oder ein Kapsid kann die Auf- 
nahme der dsRNA in die Tumorzellen erleichtern. Das Medika- 
merit kann eine Zubereitung aufweisen, die zur Inhalation, 
5 oralen Aufnahme Oder In j ektion, insbesondere zur intravenosen 
Oder intraperitonealen Injektion Oder zur Injektion direkt in 
ein Tumqrgewebe, geeignet. ist. . Eine zur. Inhalation oder in- 
jektion geeignete Zubereitung . kann im . einfachs ten Fall aus 
einem physiologisch vertraglichen Puffer, insbesondere einer 

10 phosphatgepuf f erten Salzlosung, und der dsRNA bestehien. Es 
hat sich n&mlich uberraschenderweise herausgestellt , daS eine 
lediglich in einem solchen Puffer gelost dsRNA von den Tumor- 
zellen^ aufgenommen wird und die Expression des Zielgens 
hemmt, ohne dafi die dsRNA.dazu in ein besonderes Vehikel ver- 

15 packt werden niu£. . 

Nachfolgend werden anhand der Figuren Beispiele der Erf indung 
erlautert. Es zeigen: 

20 Fig. .1 die prozentuale Apoptoserate. von humanen Pankreas- 
karzinomzellen YAP C 120 Stunden nach Transf ektion 
mit einer zu einer er s t en Seguenz aus dem humanen 
Bcl-2 -Gen komplementaren dsRNA 1, 

25 Fig. 2 die prozentuale Apoptoserate der YAP C-Zellen 120: 
Stunden nach Transf ektion mit einer zu einer zwei- 
ten Sequenz aus dem humanen Bcl-2 -Gen komplementa- 
ren dsRNA 2 und 

30 Fig. 3 die prozentuale Apoptoserate von YAP C-Zellen 120 
Stunden nach Transf ektion " mit einer zu "einer Se- 
quenz aus dem Noemycin-Resistenzgen komplementaren 
dsRNA 3. 
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Zellen der humanen Pankreaskarzinomzellinie YAP c, welche un- 
ter der Nr. ACC 382 von der Deutsche Sammlung von Mikroorga- 
nismen und Zellkulturen, Braunschweig bezogen werden konnen, 
wurden unter konstanten Bedingungen bei 37<>c, 5% C0 2 in rpmi 
• 1640-Medium {Fa. Biochrom', Berlin), mit 10% fdtalem Kalberse- 
rum (FKS.) und. 1% Penicillin/Streptomycin kultiviert . Humane 
Hautfibroblasten wurden unter den gleichen Bedingungen in 
Dulbecco's MEM mit 10% FKS : und 1% Penicillin/Streptomycin 
kultiviert. 

Die fur Transfektionerteingesetzten- doppelstrangigen Oligori- 
bonukleotide weisen folgende, im Sequenzprotokoll mit SEQ ID 
NO: 1 bis SEQ ID NO: 6 bezeichneteh, Sequenzen auf : 

dsRNA 1, welche zu einer ersten Sequenz aus dem humanen. Bel- 
2 -Gen komplementar ist: 

S2: 5'- cag gac cue gec gcu gca gac c-3' (SEQ ID NO: 1} 
SI: 3' -eg guc cug gag egg cga cgu cug g-5' (SEQ ID NO: 2) 

dsRNA 2, welche zu einer zwei ten Sequenz aus dem humanen Bcl- 
2 -Gen komplementar ist: 

S2 : 5 ' - g ecu uug ugg aac ugu acg gcc-3 " (SEQ ID NO: 3) 
SI: 3'-uac gga aac acc uug aca ugc cgg-5 • (SEQ ID NO: 4) 

dsRNA 3, welche zu einer Sequenz aus dem Neomycin-Resistenz- 
Gen komplementar ist: 

S2: 5'- c aag gau gag gau cgu uuc gca-3 * (SEQ ID NO: 5) 
SI: 3'-ucu guc cua cue cua gca aag eg -5' (SEQ ID NO: 6) 
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Die Trans fektionen wurden in einer 6-Well-Platte mit Oligo- 
fectamine (Fa. Invitrogen, Karlsruhe) durchgef uhrt . Pro Well 
wurden 250.000 Zellen ausgesetzt. Die Transf ektion der dop- 
pelstrangigen Oligoribonukleotide wurde nach dein von Invitro- 
5 gen fur Oligof ectamine empfohlenen Protokoll. durchgef uhrt 
(Angaben beziehen sich auf l Well einer 6-Well-Platte) : 

10 n,l des doppelstrangigen Oligoribonukleotids (0,1 - 10 flM) 
wurden mit 175 |*1 Zellkulturmedium ohne Zusatze verdtinnt. 3 

10 \il Oligof ectamine wurden mit 12 jil Zellkulturmedium ohne Zu- 
satze verdunnt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Das so verdunnte Oligof ectamine wurde zu den bereits verdunn- 
ten doppelstrangigen Oligoribonukleotiden gegeberi, gemischt 
und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert/ In dieser Zeit 

15 wurden die zu transf izierenden Zellen einmal mit Zellkuitur- 
medium ohne Zusatze gewaschen und 800 fil frisches Zellkultur- 
medium zug-egeben. Dahach wurden pro Well 2 0 T O jil des beschrie- 
benen Oligof ectamine-dsRNA-Gemisches zugegeben, so daS- das 
Endvolumen fur die Transf ektion 1000 ill betrug. Hierdurch. er- 

20 gibt sich eine Endkonzentration der doppelstrangigen Oligori- 
bonukleotide von 1-100 JiM. Der Transf ektionsansatz wurde vier 
Stunden bei 37°C bebrutet. Danach wurden pro Well 500 ^il 
ZellJculturmedium rait 30% FKS zugegeben/ so daS die Endkonzen- 
tration an 'FKS 10% betrug, Dieser Ansatz wurde fur 120 Stun- 

25 den bei 3 7 °C inkubiert. 

Nach der Inkubation wurden die Oberstande gesammelt, die Zel- 
len mit phosphatgepuf ferter Salzlosung (PBS) gewaschen, mit^ 
tels Trypsin abgelSst und 10 Minuten mit 100 g zentrifugiert . 
30 Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit hypotoner 
Propidiumjodidlttsung 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. 
Die Analyse erfolgte durchf luJSzytometrisch in dem Fluores- 
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zenz-unterstutzten Zellsortierer FACSCalibur (Fa. BD GmbH, 
Heidelberg) . 

Die doppelstrangigen Oligoribonukleotide dsRNA 1 und dsRNA 2 
5 verringern die durch Bcl-2 vermittelte Hemmung der Apoptose 
in den untersuchten humanen Pankreaskarzinomzellen , Zur Aus- 
16sung bzw. Einleitung der Apoptose. ist keine zusatzliche 
Stimulation der Apoptose erf orderlich. Die Apoptoserate stieg 
in Abhangigkeit yon der . Inkubationszeit an. Fig. 1 zeigt das 

10 mit der dsRNA 1 und Fig. 2 das mit der dsRNA 2 erzielte Er- 
gebnis v Wahrend unbehandelte YAF C-Kontrollzellen und Zellen, 
rait welctien das beschriebene Verfahren zur Transfektion ohne 
doppelstrangiges Oligoribonukleotid durchgefuhrt. wurde (mock- 
transfizierte Zellen) , nur 3,8% und 7,1% Apoptose nach 120 

15 Stunden Inkubation aufwiesen, konnte durch Transfektion mit 
100 nM dsRNA die Apoptoserate- nach 120 Stunden auf - 37 , 2% bei 
Transfektion mit dsRNA 1 und 28,9% bei Transfektion mit dsRNA 
2 gesteigert werden. Die Kontr oil transfektion mit der dsRNA 3 
fuhrte zu einer rttaximalen Apoptoserate von 13,5%. Das stellt 

20 keine signifikante Steigerung gegenuber den mocktransf izier- 
ten Zellen dar und belegt die Se<iuenzspezif itat der Wirkung 

der dsKNAs 1 und 2. 

' " ■ ■ *■ ' ' " ■ ■ ■ - •■ ■ ' . 

Zur Kontrolle warden auch Hautf ibroblasten als nicht trans- 
2 5 forraierte Zellen mit deh dsRNAs 1 und 2 transf iziert . Diese 
Zellen zeigten nach 120 Stunden keinen signif ikantes Anstei- 
gen der Apoptoserate, 
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Paten tanspriiche 

1. Verfahren zur Hemmung einer die Apoptose einer Tumorzelle 
hemraenden oder verhindernden Expression mindestens eines 
Zielgens, wobei mindestens eine doppelstrangige Ribonu- 
kleinsaure (dsRNA) in die Tumorzelle eingefuhrt wird, de- 
ren einer Strang SI einen zum Zielgen zumindest ab- 
schhittsweise konrplement&reh aus weniger als 25 aufeinan- 
derfolgenden Nukleotiden bestehenden Bereich aufweist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei zumindest ein Ende der 
dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesondere 2 oder 3 : , Nukleoti- 
den gebildeten einzelstrangigen Oberhang aufweist. 

.3* Verfahren, nach ein em der vorhergehenden Ansprviche/ wobei 
sich der einzelstrangige Uberhang am 3 1 -Ende des ..Strangs * 
SI befindet. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche,-* wobei 
die dsRNA nur .an einem, insbesondere dem am 3 ' -Ende des 
Strangs SI gelegenen, Ende einen einzeistrarigigen Uber- 
hang aufweist. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansp ruche, . wobei 
der komplementare Bereich der dsRNA 19 bis 24, bevorzugt 
21 bis 23, insbesondere 22, Nukleotide aufweist. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der Strang SI weniger als 30, vorzugsweise , weniger als 
25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Nukleotide auf- 
weist* 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprdche, wobei 
mindestens ein Ende der dsRNA modifiziert wird, urn einem 
Abbau in der Tumorzelle oder einer Dissoziation entgegen- 
zuwirken. 
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8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
der durch komplementare Nukleotidpaare bewirkte Zusammen- 
halt der dsRNA durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, 
weitere chemische Verkniipf uhg/en erhoht wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, . wobei 
das Zielgen. mindestens ein Gen der Bcl-2-Familie, insbe- 
sondere Bcl-2, Bc|-w oder Bcl-xL, ist oder . sowohl Bcl-2 
als auch Bcl-xL Zielgene sind. 

10 . Verfahren. nach : einem der vorhergehenden , Anspriiche, wobei 
die dsRNA aus, einem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 
1 und dem Strang Si : mi t der ; Sequenz SEQ ID NO: .2 Oder ei- 
nem- Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und dem Strang 
SI -mit der Sequfenz SEQ ID NO: 4 gemaft dem anliegenden Se- 
quenzprotokoll besteht. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Tumor z el 1 e eine Pankrea skar z inomz ell e ist. • 

12 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA raittels einer die dsRNA umschlie&enden micella- 
ren Struktur, vorzugsweise einem Liposom, oder eines die 
dsKNA umschlieSenden Kapsids. in die Tumorzelle einge- 
bracht wird. 

13 . Medikament zur Therapie einer Tumorerkrankung enthaltend 
mindestens eihe doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA) 
zur Hemmung einer die Apoptose von Tumorzellen hemmenden 
oder verhindernden Expression mindestens eineis Zielgens, 
wobei ein Strang SI der dsRNA einen zum Zielgen zumindest 
abschnittsweise komplementaren aus weniger als 25 aufein- 
anderfoigenden Nukleotiden bestehenden Bereich aufweist. 
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14. Medikament nach Anspruch 13 , wobei zumindest ein Ende der 
dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesondere 2 oder 3, Nukleoti- 
den gebildeten einzelstrangigen Uberhang aufweist. 

15. Medikament nach Anspruch 13 oder 14, wobei sich der ein- 
zelstrangige Uberhang am 3 ■ -Ende des Strangs SI befindet. 

16. Medikament nach einem der Anspriiche 13 bis 15, wobei die 
dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3 ' -Ende des 
Strangs SI gelegenen, Ende einen einzelstrangigen Uber- 
hang aufweist. 

17 . Medikament nach einem der Anspriiche 13 bis 16, wobei der 
komplementare Bereich 19 bis 24, bevorzugt 21 bis 23, 
insbesondere 22, Nukleo tide aufweist. ". 

18. Medikament nach einem der Anspriiche 13 bis 17, wobei der 
Strang SI weniger als 30, vorzugsweise weniger als 25, 
besonders vorzugsweise 21 bis 24, Nukleotide aufweist. 

19 . Medikament nach einem der Anspriiche 13 bis 18, wobei min- 
destens ein Ende der dsRNA modifiziert ist, urn einem Ab- 
bau in den Tumorzellen oder einer Dissoziation entgegen- 
zuwirken. 

20. Medikament nach einem der Ansprxiche 13 bis 19, wobei der 
durch komplementare Nukleotidpaare bewirkte Zusaramenhalt 
der dsRNA durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, wei- 
tere chemische Verkniipfung/en erhoht ist. 

21. Medikament nach einem der Anspriiche 13 bis 20, wobei das 
Zielgen mindestens ein Gen der Bcl-2-Familie, insbesonde- 
re Bcl-2, Bcl-w oder Bcl-xL, ist Oder sowohl Bcl-2 als 
auch Bcl-xL Zielgene sirid. 
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22 . Medikament nach einem der Ansprtiche 13 bis 21, wobei die 
dsRNA aus einem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 
urxd dera Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder einem 
Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und dem Strang SI 
mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 gemaS dem anliegenden Se- 
quenzprotokoll besteht. 

23 , Medikament nach einem der Anspruche 13 bis 22, wobei die 
Tumorerkrankung ein Pankreaskarzinom ist. 

24. Medikament nach einem der Anspruche 13 bis * 23, wobei die 
dsRNA in dem Medikament in einer Losung oder von einer 
micellaren Struktur, vorzugsweise einem Liposom, oder ei- 
nem Kapsid umschlossen vorliegt. 

25. Medikament nach einem der Anspruche . 13 bis 24, wobei das . 
Medikament eine Zubereitung^ aufweist, die zur Inhalation, 

15 oralen Aufnahme oder Injektion, insbesondere zur intrave- 

nd sen oder intraperitonealen Injektion oder zur injektion 
direkt.in ein Tumorgewebe, geeignet ist. 

26 . Medikament nach Anspruch 25 , wobei die Zubereitung aus 
einem physiologisch vertraglichen Puffer, insbesondere 

20 eiher phosphatgepuf f erten Salzldsung, und der dsRNA be- 

steht. 
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S EQUEN2 PROTOKOLL 
<110> Ribopharma AG 
<120> Tumormedikament 
<130> 412012GA 



<140> 
10 <141> 



<160> 6 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 22 
<212> RNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 



<223> $£s|hreibung der kunstlicHen Sequenz: Sinn-Strarig 

!?J$$? zu eii^ervsequenz des humanen Bcl-2-Gens ' 
;komplementSren: : dsRNA v/..i v : v#>^"; 

• <4go> r— •* ' ■ ........ . \ : \Vj.. , .Sfi^i, ;'^;v'--:' 

cagga^c^pg^Qcgcugcaga fCc \ , ... 22 

30 <2X0> 2 : • 

<211> 24 
<212> RNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
35 <220> 

<223> Beschreibung der kunstiichen Sequenz: 

Antisinn-Strang einer zu einer Sequenz des humanen 
Bel -2 -Gens komplementaren dsRNA 

40 <400> 2 

ggucugcagc ggcgaggucc uggc 24 

<210> 3 
45 <211> 22 . 
<212> RNA 

<213> KOnstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstiichen Sequenz: Sinn-Strang 
einer zu einer Sequenz des humanen Bcl-2-Gens 
komplementaren dsRNA 



<400> 3 

55 gccuuugugg aacuguacgg cc 



<210> 4 

<211> 24 

60 <212> RNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 

Ant is inn- Strang einer zu einer Sequenz des humanen 
Bcl-2-Gens komplementaren dsRNA. 

<400> 4 

ggccguacag uuccacaaag gcau 24 

<210> 5 
<211> 22 
<212> TZtJA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Sinn-Scrang 
einer zu einer Sequenz des Neomycin-Resistenzgens 
komplementaren dsRNA 

<400> 5 

caaggaugag gaucguuucg ca 22 



25 <210> 6 
<211> 23 
<212>.RNA 

<213> KOnstliche Sequenz . 
30 <220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 

Ahtisinn-Strang einer zu einer Sequenz des 
Neomycin-Resistenzgens komplementaren dsRNA 

35 <400> 6 

gcgaaacgau ccucauccug ucu 23 



